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要旨 
プロテインキナーゼによるタンパク質リン酸化反応は細胞の増殖や生存をはじめ
とした様々な細胞内シグナル伝達経路に関わっていることが知られており、プロテイ
ンキナーゼの恒常的活性化変異や過剰発現が、がんの発生や進展に関与していること
が報告されている。 
このような背景から、これまでに様々な低分子プロテインキナーゼ阻害剤が抗がん
剤として開発されてきた。これらは当初、がん細胞において恒常的活性化変異や過剰
発現が特異的に見られるプロテインキナーゼを抑制することにより、選択的な増殖抑
制効果を発揮することを目指したことから分子標的治療薬と呼ばれている。しかしな
がら、低分子阻害剤のなかには特定のプロテインキナーゼへの選択性が高くはなく、
実際にはマルチキナーゼ阻害剤としての作用を示すものもあり、そのため、プロテイ
ンキナーゼ阻害剤による抗がん作用は複数の標的分子に対する阻害効果の結果とし
て得られている可能性がある。また、抗がん剤として開発された低分子プロテインキ
ナーゼ阻害剤が、正常な細胞内シグナル伝達の研究にも用いられている。したがって、
プロテインキナーゼ阻害剤の増殖抑制効果に関与する標的分子を明らかにすること
は、その臨床応用に必須であるとともに阻害剤を用いた細胞内シグナル伝達経路の研
究を行う上でも重要である。 
 乳がんは今日、女性において最も頻繁に見られる悪性新生物の一つであり、発現す
る受容体タンパク質の種類によりサブタイプ分類が行われている。これらのうち、ト
リプルネガティブ乳がん（triple-negative breast cancer, TNBC）と呼ばれるサブタイプ
は確立した分子標的治療薬がないこと、及び他のサブタイプに比べて予後不良である
ことから新たな治療薬が求められている。一方、midostaurin はセリン／トレオニンキ
ナーゼであるプロテインキナーゼ C の阻害剤として開発されたが、実際にはマルチキ
ナーゼ阻害剤であり、チロシンキナーゼである FMS-like tyrosine kinase-3（FLT-3）に
対する阻害能を示すことから、FLT-3 に変異を持つ急性骨髄性白血病に対する治療薬
としての開発が進められている。本研究では、midostaurin のマルチキナーゼ阻害作用
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に着目し、乳がん細胞株を用いてその増殖抑制効果を検討した。乳がんにおいて FLT-3
の恒常的活性化変異や過剰発現は報告されていないにもかかわらず、midostaurin は乳
がん細胞株の増殖を抑制し、ことに TNBC 細胞株に対して高い増殖抑制効果を示すこ
とを見出した。次に文献報告における乳がん細胞株に対する各種薬剤の増殖抑制効果
のパターンとの比較を行うことにより、midostaurin の TNBC 細胞株に対する抗腫瘍効
果に Aurora kinase への阻害が寄与していることが示唆された。また、細胞培養及び in 
vitro キナーゼ活性測定における阻害実験により midostaurin が直接的に Aurora kinase
を阻害していることを明らかにするとともに、細胞分裂及び細胞周期の解析により
midostaurin による Aurora kinase 阻害が TNBC 細胞株にアポトーシスを誘導すること
を示す結果を得た。本研究では midostaurin の標的分子として知られる FLT-3 の活性化
が報告されていない乳がんの細胞株を対象として解析を行うことで、midostaurin の
FLT-3 以外の標的分子を明らかにした。ここに示された midostaurin による Aurora 
kinase の阻害を介した TNBC 細胞株の増殖抑制とアポトーシス誘導について、今後、
さらに検討を行なうことにより TNBC の治療方法への発展が期待される。 
なお、本論文では文献上の増殖抑制効果のデータを実験データと統合して解析を行
うことにより、標的分子の検索が可能であることが示された。阻害剤の効果に関する
文献データと特定の阻害剤の作用の類似性に着目した方法論は、薬剤の作用機序を検
討する上で有用な手段の一つとなると考えられる。 
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略語 
AML: acute myeloid leukemia 
DMSO: dimethyl sulfoxide 
EGF: epidermal growth factor 
ER: endocrine receptors 
FBS: fetal bovine serum 
FLT-3: FMS-like tyrosine kinase-3 
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HER2: human epidermal growth factor receptor 2 
PBS: phosphate-buffered saline 
PKC: protein kinase C 
PARP: poly(ADP-ribose) polymerase 
TNBC: triple-negative breast cancer 
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序 
プロテインキナーゼはタンパク質分子の水酸基にリン酸基を転移する酵素であり、
ヒトのゲノムは約 500種類ものプロテインキナーゼ遺伝子をコードすることが知られ
ている。これらのプロテインキナーゼは、セリン及びトレオニン残基を認識するセリ
ン／トレオニンキナーゼとチロシン残基を認識するチロシンキナーゼに大別される。
プロテインキナーゼは基質タンパク質をリン酸化することによりその構造的変化を
誘導し、基質タンパク質の局在、他の分子との会合状態、酵素活性などを制御してお
り、これらの作用により細胞内のシグナル伝達機構を担っている。この細胞内シグナ
ル伝達が適切に統制されることによって、細胞の秩序ある増殖・分化・生存などの機
能が維持されている[1–3]。 
プロテインキナーゼにおける恒常的活性化型変異や過剰発現によって引き起こさ
れる細胞内シグナル伝達の異常は、がんの発生と進展において重要であり、プロテイ
ンキナーゼは抗がん治療における主要な標的の一つとみなされている[4]。たとえば、
プロテインキナーゼ阻害剤である imatinib は、慢性骨髄性白血病において生じている
キメラ遺伝子bcr-ablの産物であるBCR-ABLチロシンキナーゼを特異的に阻害するこ
とにより、慢性骨髄性白血病に対する抗腫瘍効果を発揮する分子標的治療薬として知
られている[5]。Midostaurin（別名 PKC412）はセリン／トレオニンキナーゼであるプ
ロテインキナーゼ C（protein kinase C, PKC）の阻害剤として報告されたが[6]、後の研
究によって PKC だけではなく複数のセリン／トレオニンキナーゼとチロシンキナー
ゼを阻害するマルチキナーゼ阻害剤であることが明らかにされた[7]。チロシンキナー
ゼであるFMS-like tyrosine kinase-3（FLT-3）はmidostaurinにより強力に阻害されるが、
急性骨髄性白血病（acute myeloma leukemia, AML）において変異による恒常的活性化
が生じ AML の細胞増殖に寄与していることが知られている[8]。そのため、近年、
midostaurin は FLT-3 を標的分子とする AML の治療薬として開発が進められている。
一方で、midostaurin は FLT-3 に変異の無い AML 症例や、固形がん由来の細胞株の一
部でも増殖抑制効果を示すことも報告されている[6, 9]。Midostaurin は幅広い阻害特
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性を有することから[7]、FLT-3 以外の標的分子に対する作用がその抗腫瘍効果に寄与
していることが想定されるが、midostaurin のマルチキナーゼ阻害剤としての作用はほ
とんど研究されていない。 
乳がんは、今日、女性において最も頻繁に見られる悪性新生物の一つであり、バイ
オマーカーである受容体の発現によって大まかに 3 つのサブタイプに分類される。
human epidermal growth factor receptor 2（HER2）を発現するサブタイプ、HER2 の発現
が無く、且つ estrogen 受容体や progesterone 受容体という内分泌ホルモン受容体を発
現するサブタイプ（endocrine receptors+, ER+）、そしていずれの受容体の発現もないト
リプルネガティブ乳がん（triple-negative breast cancer, TNBC）と呼ばれるサブタイプ
である[10]。TNBC は他のサブタイプと比べて早い増殖を示し予後不良であることが
知られている。また、ER+サブタイプに対してはホルモン療法が、HER2 サブタイプ
に対しては lapatinib のような HER2 阻害剤が臨床医療で使用されているのに対して、
TNBCサブタイプに対しては確立された分子標的療法が存在しない（Figure 1）[10, 11]。
そのため、TNBC サブタイプに対して効果のある薬剤の開発が求められている。 
また、乳がんを含むがん細胞株のパネルは、抗がん剤のスクリーニングツールとし
て広く用いられており、同時に抗がん剤の標的分子を明らかにするために用いられて
きた[12]。すなわち、同じ分子を標的とする薬剤は細胞株パネルに対する阻害効果は
類似すると考えられ、すでに標的分子が明らかな化合物の中から、クラスタリングの
手法により、阻害効果のパターンが類似する阻害剤を探すことにより、化合物の標的
分子の候補を挙げることができる。乳がん細胞株においては、FLT-3 の恒常的活性型
変異や過剰発現の報告がないことから [13]、乳がん細胞株を用いた解析からは
midostaurin の FLT-3 以外の標的分子が明らかになることが期待される。 
 本研究では、乳がん細胞株パネルを用いてプロテインキナーゼ阻害剤の増殖抑制効
果を評価し、標的が既知の抗がん剤[14]と細胞株パネルに対する効果を比較すること
により midostaurin の標的分子を検討し、候補として得られた Aurora kinase に対する
midostaurin の効果について検討した。Aurora kinase はセリン／トレオニンキナーゼフ
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ァミリーのキナーゼであり、A, B 及び C のアイソザイムからなり、細胞分裂におい
て染色分体の分離と細胞質分裂において重要な役割を担っていることが知られてい
る。Aurora kinase A と B はさまざまな組織における発現が報告されているものの、
Aurora kinase C の発現は精巣に限られており、他の組織における発現はほとんど報告
されていない[15]。また、Aurora kinase A や B の過剰発現は AML や乳がんを含む様々
ながんにおいて知られており[16, 17]、Aurora kinase は抗がん剤の開発における有望な
標的分子とみなされている。 
本論文では midostaurin の乳がん細胞株各サブタイプに対する増殖抑制効果と、標的
分子の解析の結果ならびに、文献上の細胞株に対する抗がん剤の増殖抑制効果を活用
した阻害剤の標的分子解析の方法の有用性に関して述べる。 
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材料と方法 
抗体 
本研究では以下の抗体を使用した。 
 
 
細胞株 
本研究で用いた乳がん細胞株は全て American Type Culture Collection （Rockville, 
Maryland）より分与を受けた。各細胞株のサブタイプの分類は次の通りである[18–20]。 
ER+サブタイプ: HCC1428, MCF7, ZR-75-1 
HER2 サブタイプ: AU565, BT-474, HCC1419, HCC1954, MDA-MB-453, SK-BR-3, 
ZR-75-30 
TNBC サブタイプ: BT-20, BT-549, HCC1806, HS578T, MDA-MB-157, 
MDA-MB-231, MDA-MB-435S, MDA-MB-436, MDA-MB-468 
細胞株は Table 1 に示した条件にて培養を行なった。培養に用いた FBS は Thermo 
Fisher Scientific（Waltham, Massachusetts）より購入した。 
antigen manufacturer code source monoclonal/polyclonal
pan-Akt Cell Signaling 4691 rabbit mono
anti-p-Akt1/2 (S473) Cell Signaling 4060 rabbit mono
Aurora A Cell Signaling 12100 mouse mono
Aurora B Abcam ab45145 rabbit poly
p-Aurora A, B (T288, T232) Cell Signaling 2914 rabbit mono
EGFR Cell Signaling 2232 rabbit poly
p-EGFR (Y1068) Cell Signaling 3777 rabbit mono
Erk1/2 Cell Signaling 9102 rabbit poly
p-Erk1/2 (T202/T204) Cell Signaling 4370 rabbit mono
GAPDH Trevigen 2275-PC-100 rabbit poly
GSK-3β BDTL 610201 mouse mono
p-GSK3β(S9) Cell Signaling 9336 rabbit poly
Histone H3 Santa Cruz sc-51715 mouse mono
p-Histone H3 (S10) Millipore 06-570 rabbit poly
PARP Cell Signaling 9542 rabbit poly
γ-Tubulin Santa Cruz sc-51715 mouse mono
PKC-α Cell Signaling 2056 rabbit poly
PKC-βII Santa Cruz sc-210 rabbit poly
PKC-δ Cell Signaling 2058 rabbit poly
PKC-ε Cell Signaling 2683 rabbit mono
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試薬 
Midostaurin 及び lapatinib は LC Laboratories（Woburn, Massachusetts）から、VX-680
は Symansis（Temecula, California）より購入した。これらの阻害剤は 10 mM dimethyl 
sulfoxide（DMSO）溶液として–20°C にて保存し、使用直前に希釈した。DMSO の培
養液及びキナーゼ活性測定溶液における終濃度は 0.1%とした。 
 
細胞増殖試験 
細胞を白色 96 ウェル平底培養プレート（Corning, Corning, New York）に 4 x 103個
／100 l 培地の条件で播種し、24 時間培養した。その後、各々の実験に必要な阻害剤
処理を行い、72 時間培養したのち、Cell Titer-Glo assay kit（Promega, Madison, Wisconsin）
により生細胞数を測定した。細胞の生存率は DMSO 処理を行ったコントロールサン
プルに対する相対細胞数（viability）として示した。 
 
ウエスタンブロッティング解析 
細胞に、氷冷した可溶化バッファー[20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 1% Triton X-100, 20 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 0.1% protease inhibitor cocktail 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri）]を加え、50 回のピペッティングにて細胞を溶解し、
氷上で 20 分間静置したのち、遠心分離（15000rpm, 30 分, 4°C）により上清を細胞抽
出液として得た。抽出液のタンパク濃度を DC protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, 
California）にて測定し、各々の実験で等しい量のタンパク質(1-20 μg）を sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis により分離し、Immobilon P（Millipore, Billerica, 
Massachusetts）に転写した。転写したメンブレンを 0.05% Tween 20 と 4% bovine serum 
albumin を含む PBS 中で室温にて 1 時間の処理を行うことによりブロッキングし、一
次抗体、続いて horseradish peroxidase 標識二次抗体とそれぞれ室温にて 1 時間の反応
を行った。目的のタンパク質は化学発光基質（Pierce, Rockford, Illinois）及び LAS-4000
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（Fujifilm, Tokyo, Japan）あるいは CEPROS Q（Fujifilm）を用いて検出した。免疫反
応を Image J [21]を用いて解析することにより半定量した。 
 
免疫蛍光染色 
カバースリップ上に細胞を播種し、一晩培養したのち、2 mM thymidine の添加によ
り細胞周期を主に S 期前期に同調した[22]。その後、thymidine を含まない培地に交換
し、阻害剤の存在下及び非存在下で 14 時間培養することにより、大多数の細胞を M
期に誘導した。培養上清を除去後、–20°C の methanol で 3 分間処理し固定した。ブロ
ッキングと抗体との反応はウエスタンブロッティング解析と同様の方法で行い、細胞
核を Hoechst 33342（0.5 µg/ml）を用いて染色したのち、FluoroSave reagent（Calbiochem, 
Darmstadt, Germany）を用いてスライド上にマウントし、蛍光顕微鏡（BZ-9000, 
Keyence, Japan）を用いて観察した。 
 
in vitroキナーゼ活性測定 
Aurora kinase A 及び Aurora kinase B は glutathione S-transferase タグ付きタンパク質
として Carna Biosciences（Kobe, Japan）より購入した。Midostaurin あるいは VX-680
のいずれかの存在下で Aurora kinase A 及び B の活性を、Aurora Family Kinase Assay Kit
（CycLex, Nagano, Japan）を用いて測定した。 
 
細胞周期解析 
細胞を各阻害剤で処理し、trypsin 処理により回収したのち-20°C の 70% ethanol 溶液
で終夜固定した。その後、0.25 mg/ml DNase-free RNase （Nippon Gene, Tokyo, Japan）
を含む PBS に 37°C にて 15 分間の懸濁を行い、続いて等容量の propidium iodide 溶液
（50 μg/ml）の添加により核酸を染色し、FACS Verse（BD Biosciences, San Jose, 
California）により細胞周期解析を行った。 
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細胞増殖効果のパターンに基づく薬剤のクラスタリング解析 
乳がん細胞株における midostaurin の増殖阻害効果を担う標的分子を明らかにする
ため、薬剤の増殖抑制効果に基づく階層的クラスタリング[12, 23]に改変を加えて以下
のように実施した。標的分子が既知の 74 薬剤に対する 45 細胞株の GI50（細胞の増
殖を 50%阻害するために必要な薬剤濃度）[14]を対数変換し、各薬剤における GI50
の分布を正規分布に近づけた。本実験で得られた midostaurin 存在下における細胞生存
率の分布は正規分布に近かったため、変換を加えることなく GI50 のデータと統合し
た。次いで、合計 75 薬剤（参照データからの 74 薬剤と本研究で取得した midostaurin）
のうち半数以上の薬剤の欠損がある細胞株を除外した。薬剤の指標は各薬剤の中で
z-score 変換し、正規化したものを後の解析に用いた。なお、正規化した GI50 及び生
存率は共に、用いた細胞株セットの中での相対的な効果の大小を表していることから、
薬剤間で値の比較が可能である。クラスタリングに用いた非類似度の尺度としてはピ
アソンの相関距離[24]を用いた。上記のように細胞を除外してもなお、データセット
は欠損値を含んでいたため、距離の計算はペアワイズ法にて実施した。クラスタリン
グの計算と結果の可視化は R version 3.0.2 [25, 26]で実施した。 
 
統計計算 
統計計算は R version 3.0.2 [25, 26]を用いて行った。実験の回数、標準偏差（s.d.）及
び統計学的仮説検定の p-value は各々の実験の項に記した。 
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結果 
Midostaurinの乳がん細胞株に対する増殖抑制効果 
乳がん細胞株として、ER+サブタイプ（3 株）、HER2 サブタイプ（7 株）、TNBC サ
ブタイプ（9 株）について、種々の濃度の midostaurin で 72 時間処理したのち、細胞
の生存率を評価した（Figure 2 A）。Midostaurin の AML の臨床研究における血中濃度
が数 μM程度であることから[9]、1 μMにおける細胞の生存率を比較した（Figure 2B）。
その結果、TNBC サブタイプの細胞株は一種類の細胞株を除き、非 TNBC サブタイプ
の細胞株に比べて midostaurin に高い感受性を示した（Figure 2B）。また、TNBC と非
TNBC サブタイプ細胞株の生存率の平均はそれぞれ 0.53 と 0.91 であり、平均値の差
は統計学的に有意であった（Figure 2C）。Midostaurin の細胞死に対する効果を評価す
るために、TNBC サブタイプである BT-20 株及び MDA-MB-468 株と、非 TNBC サブ
タイプである BT-474 株及び HCC1419 株を midostaurin により処理したのち経時的に
回収し、アポトーシスの指標である poly(ADP-ribose) polymerase（PARP）の切断をウ
エスタンブロッティングにより評価した（Figure 3）。増殖アッセイの結果と一致して、
PARP の切断は TNBC サブタイプである BT-20 株及び MDA-MB-468 株においてのみ
見られ、2 種類の非 TNBC サブタイプ細胞株では検出されなかった。これらの結果か
ら midostaurin の効果は乳がん細胞サブタイプの間で異なり、TNBC サブタイプ細胞株
が同薬剤に対して高い感受性を示すことが明らかとなった。 
そこで、midostaurin の TNBC サブタイプ細胞株に対する優先的効果を検討するため
に以下の実験を行った。まず、TNBC サブタイプ細胞株では、他のサブタイプでは発
現の見られない epidermal growth factor（EGF）受容体が高発現していることが知られ
ていることから[27]、midostaurin の EGF 受容体及びその下流因子である Akt や Erk に
対する効果を検討した（Figure 4）。PARP の切断に示されるように、1 μM の midostaurin
は 24 時間以内に細胞死を誘導している。一方で 24 時間までの EGF 受容体の自己リ
ン酸化（p-EGFR Tyr1068）、Akt及びその基質GSK-3βのリン酸化（p-Akt S473, p-GSK-3β 
Ser9）及び Erk のリン酸化（p-Erk Thr202/Thr204）の有意な低下は見られなかった。
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一方、EGF 受容体阻害剤である lapatinib は MDA-MB-468 株の増殖を抑制しないこと
が知られており[28]、本研究においても lapatinib は同株の増殖に影響を与えず、また
midostaurin の増殖抑制効果を増強させることもなかった（Figure 5）。これらの結果か
ら、midostaurin は乳がんにおいて EGF 受容体及び EGF 受容体シグナリング経路を標
的にはしていないと考えられる。また、midostaurin はもともと PKC 阻害剤として開
発されており[6]、Figure 4 に示されるように MDA-MB-468 株を midostaurin で処理し
た際、PKC 基質のリン酸化状態（p-Serine PKC substrate）は速やかに低下しているこ
とから、midostaurin は細胞内の PKC 活性を効果的に抑制していると考えられる。そ
こで、代表的な PKC アイソザイムとして、PKC-α, βII, δ, ε についてその発現をウエス
タンブロッティングにより評価した（Figure 6）。しかしながら、乳がん細胞株におけ
る各々の PKC アイソザイムの発現量と midostaurin 感受性の間の関連は見られなかっ
た。 
 
薬剤効果のクラスタリングによる midostaurin の標的分子の探索 
Midostaurin の増殖抑制効果に寄与している標的分子を探索するため、midostaurin の
乳がん細胞株に対する増殖抑制効果のパターンを、標的既知の薬剤と、クラスタリン
グ解析により比較した。文献に報告されている様々な標的分子を持つ薬剤の 45 乳が
ん細胞株に対する増殖抑制効果のデータ[14]を参照データとして用いた。参照データ
は HS578T と MDA-MB-435S 細胞株についてのデータを欠いているが、本研究で用い
た 19 細胞株のうち 17 細胞株のデータを有していることから、これらの感受性に関す
るデータを midostaurin の感受性データと統合した。また本実験で用いた ZR-75-30 株
及び参照データのうち 3 細胞株は薬剤感受性データが半数以上欠損していたため、デ
ータセットから除外した。結果として残った 75 薬剤（74 参照データから 74 薬剤と本
研究で取得した midostaurin）の 41 細胞株に対する反応性のデータのクラスタリング
解析を行った（Figure 7）。クラスタリングの結果、例えば EGF 受容体の強力な阻害剤
である gefitinib と AG1478 [29]は、同じクラスターに分類された（パネル上部より 46
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行目と 47行目）。また、トポイソメラーゼ阻害剤である doxorubicin、CPT-11や topotecan 
[14]についても同様に、同じクラスターに分類された（パネル上部より 64 行目から
66 行目）。これらの結果は過去の報告とも一致しており、標的分子が共通の薬剤が同
じクラスターに分類されていると判断される。このような条件で、midostaurin は
Aurora kinase阻害剤であるVX-680やGSK1070916と同じクラスターに分類された[30]。
これらの結果は Aurora kinase が TNBC サブタイプ乳がん細胞株における midostaurin
の増殖抑制効果を担う標的分子が Aurora kinase であることを示唆している。 
 
Midostaurinの Aurora kinase に対する効果 
Aurora kinase の TNBC サブタイプにおける役割を明らかにするために、乳がん細胞
株における Aurora kinase A 及び B の発現レベルを評価した（Figure 8）。Aurora kinase A
及び B はいずれの細胞株においても検出されたが、トリプルネガティブサブタイプの
細胞株で高い傾向が見られた。次に、Aurora kinase A 及び B の細胞内における活性化
状態を評価するために、Aurora kinase A 及び B の自己リン酸化(Thr288 及び Thr232)、
さらに Aurora kinase B の基質である Histone H3 の Ser10 に関しても同様に評価した
[31]。その結果、リン酸化 Histone H3 は TNBC サブタイプにおいて他のサブタイプに
比べて高値である傾向が見られた。また、Aurora kinase A 及び B のリン酸化もトリプ
ルネガティブサブタイプの HCC1806 株及び MDA-MB-468 株で高く、このサブタイプ
で Aurora kinase の活性が高いことを示唆していた。そこで、細胞内における Aurora 
kinase によるリン酸化反応に対する midostaurin の効果を TNBC サブタイプである
MDA-MB-468 株を用いて検討した（Figure 9A）。ポジティブコントロールとしては、
Aurora kinase A 及び B に対する強力な阻害剤として知られている VX-680 [32]を用い
た。3 時間の薬剤処理により Aurora kinase 依存性のリン酸化反応に対する効果を評価
した結果、midostaurin による濃度依存的な抑制効果が見られた。その効果は VX-680
よりも弱いものの、1 μM の midostaurin は Aurora kinase A 及び Histone H3 Ser10 に対
するリン酸化反応を顕著に抑制した。 in vitro キナーゼ活性測定では 1 μM の
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midostaurin は Aurora kinase A 及び B の活性をそれぞれ 16%と 34%まで抑制した
（Figure 9B）。さらに、乳がん細胞株における Histone H3 Ser10 のリン酸化状態（Figure 
8）と midostaurin 処理時の生存率の間に、統計学的に有意な相関がみられた（Figure 10 
A, r=0.51, p = 0.021）。また、ほとんどの TNBC サブタイプ細胞株は Histone H3 Ser10
のリン酸化が高値であり midostaurin 処理時の生存率が低い傾向にあった（Figure 10 
B）。これらの結果は midostaurin が細胞内の Aurora kinase A 及び B を直接に阻害して
おり、同剤による TNBC サブタイプの細胞増殖の抑制においては Aurora kinase が標
的となっていると考えられる。 
 
Midostaurinの M期細胞及び細胞周期進行に対する影響 
 Aurora kinase は細胞周期の M 期に発現が上昇し、その活性が M 期の正常な進行に
必須であることが知られている[33]。すなわち、Aurora kinase A の活性阻害は紡錘体
形成を阻害し[15]、VX-680 による Aurora kinase A 及び B の活性阻害は 4N DNA の細
胞の蓄積とそれに続く 8N DNA 細胞の出現とアポトーシスを誘導する[31]。M 期の進
行に対する midostaurin の効果を評価するために、まず midostaurin 処理後の
MDA-MB-468 株の細胞核の構造を観察した（Figure 11）。Midostaurin は VX-680 と同
様にM期細胞のHistone H3 Ser10のリン酸化を抑制すると同時に紡錘体の形成を阻害
した[34]。また、フローサイトメトリーによる細胞周期の解析では midostaurin は乳が
ん細胞株のサブタイプにかかわらず、4N DNA 細胞の蓄積を誘導し G2/M アレストを
誘導していることが示唆された（Figure 12）。さらに TNBC サブタイプである BT-20
株及び MDA-MB-468 株では、8N DNA 細胞の顕著な増加が見られた一方、非 TNBC
サブタイプではこれらはより少ないか、ほとんど観察されなかった。また、細胞のア
ポトーシスを示す Sub-G1 フラクションは非 TNBC サブタイプにおいては見られず、
TNBC サブタイプにおいてのみ観察され、PARP の切断によるアポトーシスの結果と
一致していた（Figure 3）。以上のように、midostaurin は乳がん細胞株の細胞周期進行
に対して VX-680 と同様の抑制効果示し、TNBC サブタイプに対して選択的にアポト
16 
ーシスを誘導することが明らかとなった。  
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考察 
本研究では、midostaurin が各種の乳がん細胞株のうち TNBC サブタイプの細胞株に
対して高い増殖抑制効果を示すことが示された。また、これまでに報告されている乳
がん細胞株パネルに対する薬剤効果データを活用したクラスタリング解析により、
midostaurinの増殖抑制効果に関与する標的分子がAurora kinase阻害剤と共通であるこ
とが示唆された。続く解析により、midostaurin は Aurora kinase A 及び B の阻害剤であ
る VX-680 と同様に、細胞内の Aurora kinase の活性を抑制し、また in vitro キナーゼ
反応における Aurora kinase A 及び B の活性を抑制することが示された。さらに、
midostaurin と VX-680 は細胞周期の進行を抑制し、TNBC サブタイプ細胞株にアポト
ーシスを誘導することが明らかとなった。Aurora kinase 阻害剤は、各種のがんにおけ
る治療薬の標的分子の候補とみなされており[15]、midostaurin 自身も Aurora kinase を
含む多数のキナーゼを阻害することが網羅的な in vitro 測定において報告されている
[7]。以上より midostaurin による TNBC サブタイプにおける増殖抑制効果は Aurora 
kinase の阻害を介することと考えられる。一方で、midostaurin の抗腫瘍効果の標的分
子として、これまでにセリン／トレオニンキナーゼの Akt が提案されている[35]。本
研究では、midostaurin 処理は速やかに細胞内における PKC による PKC 基質のリン酸
化反応を抑制していたにもかかわらず、Akt による GSK-3β のリン酸化反応の抑制は
見られなかったことから、midostaurin による増殖抑制効果における Akt 阻害の寄与は
少ないと考えられる。本研究の結果は、midostaurin の増殖抑制効果に対する Aurora 
kinase 以外の標的分子の寄与を完全に排除するものではないが、TNBC サブタイプに
対する増殖抑制効果とアポトーシス誘導においては、Aurora kinase が主要な標的とな
っていると結論される。 
Aurora kinase A及びBは有糸分裂期の過程において中心的な役割を担っていること
が知られている。Aurora kinase A は中心体の成熟と紡錘体形成に必須であり、Aurora 
kinase B はスピンドル形成チェックポイントの機能や細胞質分裂の過程に必要とされ
ている[15]。VX-680 は Aurora kinase A 及び B に共通する低分子阻害剤として開発さ
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れてきており、本阻害剤を用いた Aurora kinase A と B の同時阻害時の表現型について
も研究されている。Aurora kinase A と B の同時阻害により誘導される細胞の表現型は
Aurora kinase B 単独阻害の表現型とほぼ類似していると報告されている[36]。すなわ
ち、Aurora kinase A の抑制は紡錘体の形成不全を引き起こす。一方で、Aurora kinase B
の阻害は染色体整列の阻害を引き起こすと同時に、M 期チェックポイント機構の抑制
によりオーバーライドを引き起こすために、細胞質分裂を伴わない DNA の複製が起
こる。結果として Aurora kinase A と B の同時阻害は、DNA 量の増加した倍数性細胞
を生じる[36]。TNBC サブタイプは一般に他のサブタイプと比較して悪性で増殖能が
亢進し予後不良のがんであるとされている。Aurora kinase は細胞周期の M 期において
活性が上昇しており、その阻害は通常の細胞分裂の過程を阻害し細胞をアポトーシス
へと導くとされている[36, 37]。TNBC サブタイプが他の細胞と比較して midostaurin
に対して感受性であったことは、TNBC サブタイプ細胞株が他のサブタイプの細胞株
に比べて M 期に存在する細胞の比率が高いことに起因する可能性がある。また、
TNBC サブタイプの細胞はしばしば他のサブタイプでは発現の見られない EGF 受容
体を発現していることが知られている[11]。これまでの報告では、EGF 受容体に対す
る入力が EGF 受容体と STAT5（signal transducer and activator of transcription 5）の会合
と核内移行を誘導し、Aurora kinase A のプロモーター領域に結合することによりその
遺伝子発現を上昇させることが報告されている[38]。したがって、TNBC サブタイプ
が EGF 受容体シグナリングを介して Aurora kinase A を高発現状態に維持しており、
このことが、TNBC サブタイプの細胞株を midostaurin に対して感受性にしていると考
えることもできる。近年、VX-680 は Myc を過剰発現した細胞株に対して高い増殖抑
制効果を発揮すること[39]、また Myc の発現量が TNBC サブタイプにおいて亢進して
いることも報告されている[40]。VX-680 の細胞死誘導効果と Myc 過剰発現の関連に
関する詳細な機構はまだ十分に解明されていないが、おそらく、midostaurin もまた、
Myc を過剰発現した細胞の増殖に対して抑制的に働くものと考えられる。Midostaurin
による TNBC サブタイプに対する優先的な阻害効果の詳細についての更なる検討に
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より、midostaurin の作用機序に関する理解が進むことが期待される。なお、Aurora 
kinase 阻害剤は AML を含む各種のがんにおいて抗腫瘍効果が示されてきている[17]。
本研究の結果は、midostaurin が AML、特に FLT-3 変異の無い AML においても Aurora 
kinase の阻害を介して抗腫瘍効果を示している可能性を強く示唆する。今後 Aurora 
kinase をはじめとする標的分子が明らかになることにより、midostaurin の臨床応用が
さらに進むことが期待される。 
抗がん剤のがん細胞株パネルに対する増殖抑制指標を活用した標的分子の解析は、
これまでも積極的に行われてきており、主として幅広い種類のがん細胞株からなる細
胞株パネルが用いられてきた[12, 23]。この薬剤標的分子の解析では、細胞株パネルに
含まれる細胞株の生物学的な背景（各々の細胞株で異常亢進したシグナル経路等）の
多様性が、解析可能な薬剤標的分子の多様性を決定し、細胞株の数がその分解能を決
定するとされている。このことから、一般的には、数十株程度の多様ながん細胞株を
用いて、細胞株パネルを構成することが行われている[12, 23]。 
これに対して、本研究では乳がん細胞株からなる細胞株パネルを用いてクラスタリ
ング解析を行い、midostaurin の標的分子を検討した。これまでの報告によると、
midostaurin の標的とされている FLT-3 は、主に造血系細胞で発現しており[13]、AML
の一部で FLT-3 の活性化変異が見られる。このため、midostaurin は AML に対する治
療薬としての開発が進められている。乳がん細胞株では FLT-3 の活性化変異は報告さ
れておらず、FLT-3 に対する阻害効果は増殖試験の結果に反映されていないと考えら
れる。結果として、クラスタリング解析から FLT-3 に対する阻害の効果は排除され、
乳がんの TNBC サブタイプで抗増殖阻害効果を担う Aurora kinase を選択することが
出来たと考えられる。すなわち、本研究では、細胞株の多様性を比較的限定した細胞
株パネルを用いることで、薬剤標的の解析から既知の標的分子を積極的に排除し、そ
れ以外の標的分子をより詳細に検討・同定することが出来たと考えられる。 
近年、細胞株に対する薬剤の効果に関するデータが急速に蓄積されている。他方、
これらのデータは統一的な基準で取得されていないことも多く、統合的に解析するこ
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とに対する課題が多い。本研究では、文献に報告されている細胞株に対する薬剤の増
殖抑制効果のデータを活用し、本研究で測定したデータと各々標準化した後に統合・
解析することで、midostaurin の感受性についての知見が得られることを示した。今後、
これら蓄積されたデータの効果的な活用が薬剤の研究や分子細胞学的研究に寄与す
ることが期待される。 
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Table 1 細胞株の培養条件 
本研究で用いた細胞株は以下の条件で維持・培養した。 
 
  
a. Manufacturers of basal medium are Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri) except for MEM for MCF7.
b. MEM from Life Technologies (Carlsbad, California) 
Cell line ATCC No. Mediuma FBS Addition CO2
AU565 CRL-2351 RPMI 1640 10% 5%
BT-20 HTB-19 MEM 10% 5%
BT-474 HTB-20 DMEM 10% 5%
BT-549 HTB-122 RPMI 1640 10% 1 μg/ml bovine insulin 5%
HCC1419 CRL-2326 RPMI 1640 10% 5%
HCC1428 CRL-2327 RPMI 1640 10% 5%
HCC1806 CRL-2335 RPMI 1640 10% 5%
HCC1954 CRL-2338 RPMI 1640 10% 5%
HS578T HTB-126 DMEM 10% 10 μg/ml bovine insulin 5%
MCF7 HTB-22 MEMb 10% 10 μg/ml bovine insulin 5%
MDA-MB-157 HTB-24 Leibovitz's L-15 10% 0%
MDA-MB-231 HTB-26 Leibovitz's L-15 10% 0%
MDA-MB-435S HTB-129 Leibovitz's L-15 10% 10 μg/ml bovine insulin 0%
MDA-MB-436 HTB-130 Leibovitz's L-15 10% 10 μg/ml bovine insulin, 10 μg/ml glutathione 0%
MDA-MB-453 HTB-131 Leibovitz's L-15 10% 0%
MDA-MB-468 HTB-132 Leibovitz's L-15 10% 0%
SK-BR-3 HTB-30 McCoy's 5a 10% 5%
ZR-75-1 CRL-1500 RPMI 1640 10% 5%
ZR-75-30 CRL-1504 RPMI 1640 10% 5%
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Figure 1  乳がんサブタイプ分類と分子標的療法 
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Figure 2  Midostaurin による乳がん細胞株に対する増殖抑制効果 
細胞株（19 株）を各濃度の midostaurin 存在下で 72 時間培養し、細胞の生存率を測定
した。 
(A) 各種濃度の midostaurin 存在下の生存率。 
（B,C の図は次頁に記載) 
(B) Midostaurin（1 μM）処理後における細胞株の生存率の比較。濃灰色: TNBC, 淡灰
色: HER2, 白色: ER+ 
(C) Midostaurin（1 μM）処理後におけるサブタイプごとの生存率の比較（TNBC vs. 
non-TNBC, p = 0.00075 by Welch’s t-test）。濃灰色: TNBC, 淡灰色: HER2, 白色: 
ER+ 
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Figure 3  Midostaurin によるアポトーシス誘導 
4 種類の細胞株を midostaurin（1 μM）の存在下で各時間の培養ののち、抗 PARP 抗体
を用いたウエスタンブロッティングで評価した。  
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Figure 4  Midostaurin の各種シグナル経路に対する効果 
MDA-MB-468 株を midostaurin（1 μM）の存在下あるいは非存在下で各時間の培養の
のち、各抗体によるウエスタンブロッティングで評価した。  
33 
 
 
Figure 5  Midostaurin 及び lapatinib の TNBC 細胞株の増殖に対する効果 
MDA-MB-468 株を 1 μM の midostaurin 及び lapatinib 存在下で 72 時間培養したのち、
生存率を評価した。  
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Figure 6  乳がん細胞株の PKC isoform の発現 
細胞株（19 株）から抽出液を作製し、各抗 PKC 抗体を用いたウエスタンブロッティ
ングで評価した。  
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Figure 7  増殖抑制効果の類似性に基づく細胞株・薬剤の二次元階層的クラスタリン
グ 
45 細胞株ならびに 76 薬剤を、増殖抑制効果の類似性に基づいて階層型クラスタリン
グにより分類した。灰色: 欠損値 
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Figure 8  乳がん細胞株の Aurora kinase 及び基質タンパク質のウエスタンブロッテ
ィング 
細胞株（19 株）から抽出液を作製し、各抗体を用いたウエスタンブロッティングで評
価した。  
A
U
5
6
5
B
T
2
0
B
T
4
7
4
B
T
5
4
9
H
C
C
1
4
1
9
H
C
C
1
4
2
8
H
C
C
1
8
0
6
H
C
C
1
9
5
4
H
S
5
7
8
T
M
C
F
7
M
D
A
-M
B
-1
5
7
M
D
A
-M
B
-2
3
1
M
D
A
-M
B
-4
3
5
S
M
D
A
-M
B
-4
3
6
M
D
A
-M
B
-4
5
3
M
D
A
-M
B
-4
6
8
S
K
-B
R
-3
Z
R
-7
5
-1
Z
R
-7
5
-3
0 TNBC
HER2
ER+
Histone H3
p-Histone H3 S10
GAPDH
Aurora A
Subtype
Aurora B
p-Aurora A T288
p-Aurora B T232
37 
 
 
 
Figure 9  Midostaurin の Aurora kinase に対する効果 
MidostaurinのAurora kinase A及びBに対する効果を、細胞内及び in vitroで評価した。 
(A) MDA-MB-468 株を各濃度の midostaurin あるいは VX-680 の存在下で 3 時間培養
し、その後、抽出液作製し、各抗体を用いたウエスタンブロッティングで評価し
た。 
(B) Aurora kinase A 及び B の in vitro キナーゼ活性を、各濃度の midostaurin あるいは
VX-680 の存在下あるいは非存在下で測定した。結果は阻害剤非存在下のコンロ
ロールサンプルに対する相対活性値で示した。エラーバーは二重測定における 1 
s.d.を示す。 
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Figure 10  乳がん細胞株における Histone H3 Ser10 のリン酸化状態と midostaurin 処
理した細胞の生存率の間の関連 
乳がん細胞のリン酸化 Histone H3 Ser10 をウエスタンブロッティングにより半定量し
た。 
(A) 細胞株（19 株）のリン酸化 Histone H3 Ser10 の定量値と midostaurin（1 μM）処
理後の細胞の生存率の間の関連（p = 0.021 無相関検定）。 
(B) サブタイプごとのリン酸化 Histone H3 Ser10 の比較。  
R = -0.51
A B
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Figure 11  Midostaurin 処理細胞における細胞分裂の異常 
MDA-MB-468 株を 2 mM の thymidine 添加培養液により同調させたのち、各阻害剤（1 
μM）を含む thymidine 非添加培養液にて 14 時間培養した。その後に細胞を固定化し
たのち、各抗体及び Hoechst で染色し蛍光顕微鏡にて M 期の細胞を観察した。核の凝
集を持つ細胞を M 期細胞とした。  
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Figure 12  Midostaurin 処理細胞の細胞周期解析 
4 種類の細胞株を midostaurin、VX-680（各 1 μM）あるいは阻害剤非存在下で各時間
培養したのち、細胞周期の解析を行った。sub G1, 2N, 4N, 8N DNA の位置をそれぞれ
図下部に示した。 
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